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The mutation of carboxylesterase gene of cotton aphid[] Aphis gossypii associated 


with omethoate resistance 
GUO Hui-Lin[] GAO Xi-Wu Department of Entomology[] College of Agronomy and Biotechnology[] China Agricultural 
University[] Beijing 100094[] China[] 
Abstract[] A laboratory susceptible strair | YSS[] of cotton aphid[] Aphis gossypii] Glover] was selected with omethoate 
in successive generations in the laboratory to develop a resistant straid] YRR []. After 24 generations[] the resistance ratio 
of YRR strain was increased by 124.7-fold compared with the omethoate-susceptible strain. Carboxylesterase activity was 
significantly lower in the omethoate-resistant strain than in the omethoate-susceptible strain when a-naphthyl acetatd] a- 
NA[] was used as substrate. A carboxylesterase gene had been fully cloned and sequenced from both omethoate- 
susceptible and resistant strains. Comparison of both nucleic acid and deduced amino acid sequences revealed four 
nucleotide acid differences between the omethoate-susceptible and resistant strain[] which resulted in four amino acid 
substitutiond] His" Arg[] Ala" — Val[] Thr? — Asp[] Lys — Arg[]. Knowledge of the structure of a related enzyme 
П acetylcholinesterase[] suggests that one of these substitutiond] His" == Ате] lies within the active site of the enzyme. 
The GenBank accession numbers of carboxylesterase genes of omethoate-resistan(] YRRAA[] and susceptibld] YSSAA[] 
A. gossypii are AY485216 and АҮ485214П respectively. 


Key words[] Aphis gossypü[] resistance[] carboxylesterase gene[] cloning[] gene mutation[] omethoate 
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1.6.3 cDNA 的 合成 : cDNA 合成 试剂 盒 购 自 
Promega 公司 ,按照 说 明 书 进行 合成 。 

1.6.4 RT-PCR: 用 于 cDNA 的 扩 增 PCR 反应 程序 
包括 : 94% 5 шіп,94% 1 min,56% 1 min,72% 2 
min,32 个 循环 ,最 后 72% 延 伸 10 mino 

1.6.5 PCR 产物 克隆 、 质 粒 DNA 提取 及 序列 测定 : 
首先 用 Winzard PCR Preps DNA purification kit 
(Promega) 将 所 获 PCR 产物 进行 纯化 ,然后 与 VA 克 
隆 载体 连接 。 连 接 产物 转化 受 体 大 肠 杆菌 JM109， 
然后 分 别 对 每 个 阳性 (白色 ) 克 隆 培养 、 保 种 并 用 常 
规 裂 解法 提取 质粒 DNA。 将 敏感 、 抗 性 品系 质粒 
DNA 送 至 上 海 博 亚 生物 技术 有 限 公 司 测序 。 


2 结果 与 分 析 


21 棉 蚜 氧化 乐 果 抗 性 品系 选 育 

通过 用 氧化 乐 果 处 理 棉 蚜 种 群 的 选 育 方法 对 室 
内 氧化 乐 果 敏感 品系 棉 蚜 进 行 抗 性 筛选 (死亡 率 为 
80% ~ 90%)。 经 6 代 选 育 , 抗 性 倍数 增加 缓慢 ; 但 
当选 育 到 第 12 代 时 , 抗 性 倍数 出 现 了 一 个 高 峰 ; 持 
续 到 第 15 代 抗 性 发 展 平缓 ; 在 选 育 到 第 18 КН], 
抗 性 倍数 增幅 显著 ,达到 近 90 fi; 随后 的 3 代 , 抗 
性 倍数 几乎 没有 增加 。 当 选 育 到 第 24 代 时 抗 性 倍 
数 又 出 现 一 个 高 峰 , 达 到 124 f (É 1)。 在 24 代 的 
选 育 过 程 中 ,当选 育 到 18 代 后 斜率 升 至 2 以 上 , 表 
明 所 选 育 的 品系 对 氧化 乐 果 反应 的 个 体 间 异 质 性 较 
低 , 抗 性 倍数 趋 于 稳定 。 


135 у=0.2982 х2-1.9907 x 42.0548 
R2=0.9648 


抗 性 倍数 Resistance ratio 





0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 
选 育 代 数 Selection generations 


图 1 棉 蚜 对 氧化 乐 果 的 抗 性 发 展 趋势 
Fig. 1 The ascending tendency of cotton aphid 


resistance to omethoate 


22 棉 蚜 敏感 各 抗 性 品系 羧 酸 酯 酶 时 间 进 程 曲线 
比较 
图 2 显示 出 棉 蚜 氧 化 乐 果 抗 性 和 敏感 品系 羧 酸 


БЕУ a- 乙 酸 茜 酯 水 解 的 时 间 动 力学 曲线 。 在 反应 
的 35 min 以 内 , 抗 性 品系 的 活性 明显 低 于 敏感 品 
系 , 但 是 2 个 品系 对 a-NA 的 反应 趋势 是 类 似 的 。 在 
15 min 以 前 反应 速度 比较 快 ,15 min 后 反应 趋 于 平 
Ж. ТЕ 30 min 时 ,敏感 品系 羧 酸 酯 酶 的 活力 为 
0.664 x 0.0164 OD, /(mg*30 min) ,明显 高 于 抗 性 品 
Ж 0.300 + 0.030 ODw/(mg:30 min) 





0.8 
= 0.7 
ЕЕ 0.6 
da 0.5 
zi 0.4 
Ез 0.3 
Md оз 

0.1 

0 

时 间 Time (min) 
图 2 棉 蚜 敏 感 和 抗 性 品系 羧 酸 酯 酶 对 a-NA 水 解 的 
时 间 动 力学 曲线 


Fig. 2 о-МА hydrolyzing carboxylesterase activity of 
omethoate-susceptible and resistant strains of cotton 
aphid in different reaction time 
YSS: 氧化 乐 果 敏感 品系 Omethoate-susceptible strain; 
YRR: 氧化 乐 果 抗 性 品系 Omethoate-resistant strain. 


23 和 氧化 乐 果 敏感 、 抗 性 棉 蚜 羧 酸 酯 酶 cDNA 序列 
分 析 

图 3、 图 4 表明 棉 蚜 氧化 乐 果 敏 感 和 抗 性 品系 
RRR cDNA 开放 阅读 框 的 全 长 是 1 581 bp, 编 码 
527 个 氨基 酸 。 通 过 比较 , 抗 性 和 敏感 品系 间 存 在 4 
个 核 苷 酸 的 差异 ,导致 了 4 个 氨基 酸 的 突变 。 它 们 
是 His — Arg, Ala” — Val, Thr? — Asp, Lys" — 
Arg. d 1 比较 了 棉 蚜 氧化 乐 果 敏 感 和 抗 性 品系 及 
A] Mü ( LuAE3) , ІҢ ( MusAE) 、 桃 是 (MyAE4) 和 一 
种 金 小 蜂 (AniAE) ИННО А И Е 7], 5 ЭХ 


Жі Re EE rh FERE RE БЕ а ЕЕ ( % ) 
Table 1 Amino acid homology comparisons of 


carboxylesterases from different insects ( % ) 


YSSAA  YRRAA  LuAE3 MusAE MyAE4  AniAE 
YSSAA 100 
YRRAA 99.2 100 
LuAE3 21.0 21.2 100 
MusAE 21.0 21.2 76.3 100 
MyAE4 25.5 25.5 16.2 16.9 100 


AniAE 30.5 30.3 24.3 26.2 21.1 100 
ЇЕ Notes; Ж 9 # ЖК [Rl Él 4. Gene names as Fig. 4. 
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ATGGAAGTCGTCATTGAACAAGGTGCTCTAAAAGGACTTAAARAAAAAACGCTATTGTCAAACAAACCTTACGTC 
M E V V I E О G А L K G L KKKT L L S М K P Y V 
ÀAGTTTTCTAGGCATACCCTACGCTCAACCACCCGTTAACGACTTAAGATTCAAGGCTCCTGTCAAACATCCCGGA 


S F L G I P Y à Q P P V N DL RF КЕ AP V K HP G 
TGGTCTGGAGTTTTAAATGCTGTTTCAGAAAGAGACAAATGCACGCAGTACGTTTTTATGACGAATCACATCGTT 


U 3 G V L N À V 3 E R D K C T Q Y V F M T N H I V 
GGAAGTGAAGATTGCTTGTACCTAAATATATCGGTGCCACAGCAGAACGAATTGAATGGAAAACTTGCTGTTATG 
G S E D C L Y L N IS VP QON EL ONG EL AV M 
ATATTCATACATGGAGGTGCCTTTAACTATGGCAGTGGGTCAATGAATGAATATTCTCCCGATTATTTTATCGAC 
I F I H G G А F N Y G 5 С S HN E Y S P D Y F I D 
GALAACGCGATTGTCGTCACAATAAATTATCGTCTAAACGCCCTAGGATTTCTAAACTTGGATATTGACGAGTGT 


E N à I V V T I N Y R L N à L G F L NL D ID E C 
CCTGGAAACGTGGGCTTGAAAGATCAACTATTTGCAATCAAATGGGTTAAAGCGAATATAGCTGCATTTGGGGGT 


P G N V G L K D Q L F АТК WV K A N I À À F G G 
GATGTAAACAATATCACCATATTCGGTGAAAGTGCAGGATCAGCGTCTGTTCATTATCACACAATATCACCACAA 
D V N N IT I F G E 5 А G 5 А S5 V H ҮН T I S P Q 
TCCAGAGGTTTATTCCARAAAGCAATTATGCAAAGTGGAAGTGCCTTTAACCCTTGGGCGTTTACTGAAAATCAT 
S R G L F Q K À I NH О S G S h F N P U А F T E N H 
AAAGCTTCAGCCTATAAGTTAGCCAAAAACTTAGGATGTTTAAGTAATGATCCCAAAGAAATACTAARAATACTTA 
K À 3 à Y K L À K N L G C L 8 N DP K E IL K Y L 
ААЛАААТСТАТСАСССАТТСАТТТАСТСАААСАААСТСААТТСААССАССАААСАСАТТТТАТССАТТАСАААТТТ 
K N V 3 А I D L V K E T EF KD E T DF MDpYRFI 
GTCCCATCTATTGAAAGTGATGTGATCAGTAATCCATTTTTACCAGCTCACCCTAAAACTTTAGCCACCTCTACA 


V P 3 I E S D V I S N P F L P 4 H P K T L À T 5 T 
TTTCCAGTACCCGTAATCATTGGAGTTAACAATATGGAAGGAATTGTAGCATTAACTGAGGATAGAATAAGTCTA 
F P V P V I I G V N N H E G I V à L T E D R I 5 L 
TTTTCCGATGATCACCACATTACAGATGAAATTTCAAAACTATTTAGAAATCGGTACAGTACTGAAACTATAAGT 
F S D D H H I T D E I 8 K LF RN R Y S T E T I S 
AAAATAAAAARATTTTTATTTTAATAAARAGTAATATCAGTTCTGAARACAATGAAGTTGGAAAACATATGTAACTTG 
K I K N F Y FN К S N I 5 S E T НЕ ҺЕ М I C N L 
CACAGTGATGTATTTTTTTTCAACGGCGTTTATGAAACCTTCGATTGTTTTTTGAAGCAAAATGGTTCACCAGTT 


H S D V F F F N G V Y E T F D C F L K ON G S P V 
TATGAATACGAATTTAAATTTGACGGGGAACTTAATGGTGCAAAAAACATGATTTTTGCGACGAGACCAATTCTT 


Y E Y E F K F D СЕ L NG А KN M IF hk T RP I L 
CGGCACGCAATAAAAGGCGCATGTCATGCGGACGATGTTAATTATTTTTTCCGTGATCTATCTGGGGTAGATCCA 
R H А I КЕ G А C H À D D V ON YF F RDL S GN D P 
AARMCCCAALCTCTCCGGAACTTGAAATGTGTALAATGATGTGTAAAATGTGGACAAATTTCGCAAAGACAAGTAAT 
K P N S P E L E M C K HN M C K MU TN F > АК Т SN 
CCCAATTCACCGGATTTAAGTTTCAAGTGGATTAATGCGACCGCATGTGATTTAAAATATCTGTCAATAGATGGA 
P NS P D L SF K WU IN АТА C D L K Y L S І D G 
САСАСААСАТСТАТСАТССААСССАТСАТСААСААТААААСАТТТССТТТТТССАААСААТТАТСТСААТССАТТ 


D R T C M I Q G H M N N K R F RF ИК E L S E 8 I 
СТТТАС 


v * 





Оз О00ОООООООООООООООООООООООО ОО О GenBank O 0O 00 AY485214] 


Fig. 3  Deduced amino acid sequence of carboxylesterase from the omethoate-resistant 


















cotton aphid] GenBank Accession Number] AY485214[] 
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OKKCLSAFVPGVDDKSP.NPFMPFS..REVAVEOAAHYP:Y 


OIIGVENMEGIVALTEDRISLFSDDH.HITDEISKLFREHRY 
IIGVNNMEGIVALTEDRISLFSDDH.HIPDEISKLFRNRY 
TMMGNTSYEGLFFTSILKOMPMLVK.ELETCVNFVPSELA 
TLIGNTSYEGLLFKSIAKQYPEVYVEK.ELESCVNTYVPUWEL.A 
DEGZÓFFLLYGAPGFSKDSESKISREDFMSGVEKLSVPHAND 
GLIFSTFLGLENGFNELNNNWNEHLPHILDYNYTISNENL 


LIGYNDREGTLLYKIFEN....DDF.ESENLRFEEFIHPN 
STETISKIKNF....... YF NÉSNISSETMKLENICNHLHS 
STETISKIÉNF.......YXFNKSNISSETMKLENICNLHS 


DAERTAPETLEMGAKIEKRKAHVTGETPTADNFMDLCSHIYF 
DSERSAPETLERAAIVKKAHVDGETPTLDNFMELCSYFYF 
LGLDAYVTLOYTDWMDDNNGIEKNRDGLDDIVGDHNVICPLM 
RFKTAODIKEFYFGDEKPISKETKSNLSKMI......... S 
FAETLEKREEKISLEDLKRMYFKNKKISKETTGKFIDLFSDM 
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YSSAA DVFFFNGVYETEDCFLKONGSPVYEYEFEFDGELNCAKNM 417 
ҰҺВАА DVFFFNGVXYXETFDCFLKQNGSPVYEYEFKFDGELNGAKNM 417 
lUAE3 WFPMHRLLOLRENHTSGTPYYLYRFDFDSEDLINPYRIMR 461 
МазАЕ LFPMHRFLQLRENHTAGTPIYLYRFDFDSEEIINPYRIMR 461 
TorAE HFVNKYTKFGNGTYLYFFNHRASNLVWPEWMGVIHGYEIE 445 
MyAE4 DRSFGYGTSKAAOHIAAKNTAPVYFYEFGYSGNYSYVAFF 450 
AniAE YFIOGIHQVARYOAERNSAPTYMYOF TYDOGPNFSKGMES 424 
Consensus 

ҮЗЗАА IFATRPILR..HAIKGACHADDVNYFFRDLSGVDPKPNSP 455 
YRRAA IFATRPILR..HAIKGACHADDVNYFFRDLSGVDPKPNSP 455 
lUAE3 SGRGVEGVSHADELTYFFWNOLAKRMPKESREYKTIER.. 499 
MusAE FGRGVKGVSHADELTYLFWNILSKRLPKESREYETIER.. 499 
TorAE FVFGLPLVYKELNYTAEEEALSRRIMHYWAT.......... 475 
MyAE4 DPKSYSRGSSPTHGDETSYVLEMDGFYVYDNEEDR..... 485 
AniAE IDEPGSTHM..DELIYLFSMKFOETLNMEPIDKK....SP 458 
Consensus 

YSSAA 495 
YRRAA SFRWINATACDLKY 495 
ІЈАЕЗ EGMENVSUWDPIKKS 532 
MusAE DIAGMENLTWDPIKÉS 532 
ГогАЕ OTGNBRNEPHSQESKWPLFTTKEOK 501 
MyAEA TTFIKSGVPDTENSEIWLPYSKNLA 520 
AniAE FEkvonBIPAPTELLPVHWLPMNDGT 498 
Zonsensus a 

ҰЗЗАА LSID..GDRTCMIQGMMNNKRFRFWEELSESIV 526 
YRRAA LSID..GDRTCMIQGMMNNKRFERFWEELSESIV 526 
lUAE3 DEVYKCLNISDELKMIDVPEMDKIKOW FEKHRDL 569 
MusAE DDVYKCLNIGDELKVMDLPEMDKIKQWASIFDKEKEL 569 
TorAE FIDLNTEPMKYHORLRVOMCYFWNOFLPELLNATAC 537 
MyAEA DPFRFTKITOOOTFEAREOSTTGIMNFGVAYH 552 
AniAE VLRY..LHIGEELRMEKVLNIEERYDYKLICHREKV 532 
Consensus 

Па 0000000 Ш vssAATI П U U Ш YRRAATI [] U [L] LuAESCITI ПП MusAEUD [T]. MyAFALTI 
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Fig. 4 Comparison of the carboxylesterase amino acid sequences from omethoate resistant] YRRAA[] and susceptibld] YSSAA[] Aphis 
gossypüi[] the esterase ЕЗ of Lucilia cuprind] LuAE3[] Newcomb et al .[] 1997a[ [] the esterase E7 of Musca domestica 
O MusAEU Claudianos et al .[] 1999 the esterase F4 from Myzus persicad] МуАҒАП Field et al .[] 1993] carboxylesterase-like 
enzyme of Anisopteromalus calandrad] AniAE[] Zhu et al .[] 19990 and acetylcholinesterase of Torpedo californica 

П TorAE[] Schumacher et ai .[] 19860 
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